
324

FUNDAMENTAL RESEARCH    №10, 2011

MEDICAL SCIENCES
УДК 616.36:611.018.1:615.27.3

ПРОСТРАНСТВЕННАЯ РЕОРГАНИЗАЦИЯ ГЕПАТОЦИТОВ 
ПРИ ДЕЙСТВИИ ЦИКЛОФОСФАМИДА
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Изучен характер ультраструктурной реорганизации гепатоцитов и других клеточных популяций печени 
после введения циклофосфамида. Показано, что однократное введение препарата вызывает выраженные 
ультраструктурные изменения двух основных клеточных популяций печени – гепатоцитов и эндотелиоцитов 
синусоидов, а также реактивные изменения мигрирующих в пространство Диссе клеток Купфера, лимфо-
цитов, плазмоцитов. Пространственная реорганизация гепатоцитов после воздействия циклофосфамидом 
определяется нарастающим снижением структурной плотности митохондрий, значительной редукцией 
гладкой цитоплазматической сети, усилением аутофагоцитоза, включая секвестрацию гликогена. Внутри-
клеточная реорганизация эндотелиоцитов обусловлена двумя факторами – повреждением (некробиозом) 
одних клеток и интенсификацией обменных процессов, усилением фагоцитоза и регенераторных реакций 
в других.
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SPATIAL REORGANIZATION OF HEPATOCYTE UNDER 
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The character of the ultrastructural reorganization of hepatocytes and other cell populations of liver after 
administration of cyclophosphamide was studied. It is shown that one-fold treatment causes marked ultrastructural 
changes in two main cell populations of the liver – hepatocytes and endothelial sinusoid cells, as well as reactive 
changes in Kupffer cells, lymphocytes, plasmatic cells migrated into Disse space. Spatial reorganization of 
hepatocytes after exposure to cyclophosphamide is determined by progressive reduction of structural density of 
mitochondria, a signifi cant reduction of volume density of smooth endtoplasmic reticulum, and intensufucation 
of autophagocytosis, including glycogen sequestration. Intracellular reorganization of endothelial cells caused by 
two factors – injury (necrobiosis) of the some cells and the intensifi cation of metabolic processes, enhancement of 
phagocytosis and regeneration reactions in others cells.
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Циклофосфамид (ЦФ) – препарат, ши-
роко используемый в противоопухолевой 
терапии как оказывающий алкилирующее 
воздействие на ДНК и при трансплантации 
как индуктор толерантности [1, 4]. Отсут-
ствие избирательности действия и выяв-
ляемые уро-, нефро- и кардиотоксические 
свойства ЦФ, его метаболитов, а также на-
рушения репродуктивной функции созда-
ют в ряде случаев серьезную проблему для 
клинического использования этого препара-
та [2, 9]. Наиболее полную и достоверную 
информацию о гепатотоксических эффек-
тах противоопухолевых препаратов можно 
получить при моделировании этих процес-
сов [1, 2, 8]. 

Для выяснения механизмов циклофос-
фамидного поражения гепатоцитов и дру-
гих клеточных популяций печени необходи-
мо изучение ультраструктурных изменений 
клеток с оценкой выраженности внутрикле-
точных регенераторных реакций, а также 
выяснение закономерностей и особенно-
стей ремоделирования печени в этих усло-
виях. Полученная информация имеет боль-
шое значение для разработки эффективных 

способов коррекции развивающихся побоч-
ных эффектов медикаментозной терапии. 

Цель исследования – изучить ультра-
структурные изменения и характер внутри-
клеточной реорганизации гепатоцитов и 
других клеточных популяций печени после 
однократного введения ЦФ.

Материал и методы исследования
Анализ ультраструктурной реорганизации пе-

ченочной дольки после введения ЦФ проведен у 
4-месячных крыс-самцов линии Вистар (n = 20). 
Животным вводили однократно внутрибрюшинно 
ЦФ («Биохимик», Саранск) в дозе 125 мг/кг. Кон-
трольную группу составили крысы (n = 12), которым 
одновременно с опытными особями однократно вну-
трибрюшинно вводили физиологический раствор в 
соответствующем их массе тела объеме. Опытных 
и контрольных животных содержали постоянно при 
комнатной температуре без ограничения доступа к 
воде и пище, декапитировали с использованием эфир-
ного наркоза через 3 и 14 сут после введения ЦФ.

Печень отделяли от окружающих тканей, быстро 
взвешивали. Образцы печени фиксировали в 4 %-м 
растворе параформальдегида, постфиксировали в 
1 %-м растворе четырехокиси осмия и обрабатыва-
ли по стандартной методике. Ультратонкие срезы 
контрастировали в уранилацетате и цитрате свинца 
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и использовали для ультраструктурного и стерео-
логического анализа. Исследование проводили в 
электронном микроскопе JEM 1400 («Jeol», Япония), 
микрофотографии получали с использованием циф-
ровой фотокамеры Veleta и программного обеспече-
ния iTEM («Olympus», Япония).

Ультраструктурный стереологический анализ ге-
патоцитов проводили с использованием программы 
iTEM при конечном увеличении в 23 500 раз (перво-
начальное увеличение 20 000 раз). Оценивали объем-
ную плотность митохондрий, гранулярной цитоплаз-
матической сети, липосом, лизосом и цитоплазмы с 
включениями, а также поверхностную плотность (от-
носительную плотность поверхности) митохондрий, 
гранулярной цитоплазматической сети, липосом, ли-
зосом. На основании первичных стереологических 
параметров рассчитывали вторичные, описывающие 
количественные взаимоотношения между основными 
ультраструктурами гепатоцита. 

При статистической обработке результатов опре-
деляли средние значения параметров, вычисляли 
дисперсию и ошибки средних. Значимость различий 
определяли с помощью t-критерия Стьюдента.

Результаты исследования 
и их обсуждение

Ультраструктура гепатоцитов перипор-
тальной и перицентральной зон печеноч-
ной дольки у интактных крыс имеет ряд 
особенностей. В большинстве гепатоцитов 
перипортальной зоны содержится большое 
количество гранул гликогена, которые об-
разовывают своеобразные «поля», распо-
ложенные между морфофункциональными 
комплексами, состоящими из митохондрий 
и цистерн гранулярной цитоплазматиче-
ской сети. В гепатоцитах перицентральной 
зоны гранул гликогена меньше, хорошо 
развита гранулярная цитоплазматическая 
сеть, профили которой образовывают ха-
рактерные морфофункциональные ком-
плексы и равномерно распределены по 
клетке. В гепатоцитах обеих зон, как пра-
вило, хорошо развита агранулярная цито-
плазматическая сеть, везикулы которой 
располагаются преимущественно в участ-
ках скопления гранул гликогена.

Ультраструктурные изменения печеноч-
ной дольки в динамике эксперимента после 
однократного введения ЦФ носили сходный 
характер, но для каждого срока наблюдения 
отмечалась различная степень выраженно-
сти. Через 3 сут после введения ЦФ особен-
ности внутриклеточной организации гепато-
цитов в перипортальной и перицентральной 
зонах сохранялись и усиливались. В гепато-
цитах перипортальной зоны большую часть 
цитоплазмы занимали обширные «поля» 
гликогена. Митохондрии характеризовались 
умеренным полиморфизмом, отмечались 
конденсация матрикса отдельных органелл 
и деструкция крист. Цистерны гранулярной 
цитоплазматической сети часто образовыва-

ли футляры вокруг митохондрий и форми-
ровали протяженные, плотно упакованные 
стопки, особенно вблизи ядер. В некоторых 
гепатоцитах отмечалось неравномерное рас-
ширение и укорочение цистерн гранулярной 
цитоплазматической сети, объемная и по-
верхностная плотности которой умеренно 
возрастали (таблица). На синусоидальном 
полюсе располагались мелкие липидные 
капли, которые подвергались неравномерно-
му истощению и миелиноподобной транс-
формации. На синусоидальных полюсах и 
вдоль латеральных мембран гепатоцитов 
также находились многочисленные оста-
точные тельца, которые выводились в про-
странство Диссе. Во всех гепатоцитах была 
значительно редуцирована агранулярная ци-
топлазматическая сеть, ее везикулы практи-
чески не выявлялись.

Гепатоциты перицентральной зоны со-
держали меньшее количество гликогена; 
большая часть цитоплазмы была занята 
митохондриями и многочисленными ци-
стернами гранулярной цитоплазматической 
сети. В некоторых гепатоцитах субплазма-
леммально также располагались небольшие 
липидные включения или вакуолеобразные 
остаточные тельца с хлопьевидным содер-
жимым. Митохондрии во всех гепатоцитах 
содержали электронно-плотный матрикс, в 
котором плохо различались немногочислен-
ные, иногда расширенные кристы. Деструк-
тивные изменения митохондрий обуслов-
ливали умеренное снижение их объемной 
и поверхностной плотностей (см. таблицу).

Характерной особенностью внутрикле-
точной реорганизации гепатоцитов обеих 
зон через 3 сут после введения ЦФ были 
лизис и секвестрация гранул гликогена, ко-
торые регистрировались во всех клетках, но 
различались по интенсивности. В наиболь-
шей степени эти процессы были выражены 
в гепатоцитах перипортальной зоны. Здесь 
отмечались образование светлого ободка 
вокруг гранул гликогена, формирование 
мелких миелиноподобных (остаточных) 
телец, выведение их в пространство Диссе.

На билиарных полюсах гепатоцитов в 
обеих зонах скапливались вторичные ли-
зосомы, хорошо был развит пластинчатый 
комплекс Гольджи, который был представ-
лен расширенными по периферии диктио-
сомами, содержавшими хлопьевидную суб-
станцию.

Через 3 сут после введения ЦФ значи-
тельным изменениям подвергалось микро-
циркуляторное русло печеночной дольки; 
регистрировалась гетерогенность эндоте-
лиоцитов синусоидных капилляров, кото-
рая была обусловлена присутствием в эндо-
телиальной выстилке как некробиотически 
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измененных, так и активированных форм 
клеток. Активированные эндотелиоциты 
были гипертрофированными, в них хорошо 
была развита гранулярная цитоплазмати-
ческая сеть, присутствовали митохондрии, 
многочисленные окаймленные везикулы, 
микротрубочки, единичные мелкие липид-
ные капли и остаточные тельца с хлопье-
видным содержимым, сходные по структуре 
с таковыми в гепатоцитах. Некробиотиче-
ски измененные эндотелиоциты были элек-

тронно-прозрачными, их плазматическая 
мембрана была неравномерно повреждена. 
Пространства Диссе были, как правило, 
заполнены хлопьевидной субстанцией, в 
которую были погружены микроворсинки 
гепатоцитов, здесь же встречались утол-
щенные пучки коллагеновых волокон, ак-
тивированные формы клеток Купфера, лим-
фоцитов, плазмоцитов. Звездчатые клетки 
(липид-содержащие фибробласты) наблю-
дались редко.

Стереологический анализ гепатоцитов крыс Вистар 
после однократного введения циклофосфамида (M ± m)

Показатель Контроль Срок наблюдения
3 сут 14 сут

Объемная плотность, мм3/см3:
 митохондрий 305,8 ± 27,4 293,1 ± 16,6 232,2 ± 15,5*
 гранулярной эндоплазматической сети 68,9 ± 4,8 80,2 ± 18,1 70,0 ± 12,4
 липидных капель 18,2 ± 10,2 3,3 ± 2,1 15,1 ± 12,9
 лизосом 1,5 ± 0,4 1,9 ± ,5 6,4 ± 5,4
 цитоплазматического матрикса 612,8 ± 38,7 621,5 ± 13,8 676,3 ± 13,4

Поверхностная плотность (м2/см3):
 митохондрий 1,857 ± 0,168 1,779 ± 0,114 1,474 ± 0,050*
 гранулярной эндоплазматической сети 2,600 ± 0,292 2,815 ± 0,356 2,697 ± 0,328
 липидных капель 0,057 ± 0,031 0,015 ± 0,006 0,062 ± 0,059
 лизосом 0,020 ± 0,006 0,020 ± 0,006 0,070 ± 0,056

Поверхностно-объемное отношение, м2/см3:
 митохондрий 6,1 ± 0,1 6,1 ± 0,5 6,4 ± 0,5
 гранулярной эндоплазматической сети 39,0 ± 6,8 37,1 ± 2,9 39,5 ± 2,8
 липидных капель 2,3 ± 0,8 4,5 ± 2,3 4,0 ± 1,3
 лизосом 13,2 ± 1,1 10,3 ± 1,3 11,4 ± 1,2

Объемное отношение (число) гранулярной эндо-
плазматической сети к митохондриям

0,227 ± 0,010 0,282 ± 0,074 0,301 ± 0,051

П р и м е ч а н и е .   – p < 0,05 при сравнении с контролем.

Через 14 сут после введения ЦФ ультра-
структурные изменения отдельных гепато-
цитов усиливались. В гепатоцитах перипор-
тальной зоны появлялись более обширные 
«поля» гликогена, среди которых встреча-
лись гетерогенные липидные включения. 
В таких участках гепатоцитов по периферии 
липидных капель формировалась плотная 
кайма из гранул гликогена, отмечалось ско-
пление гранул внутри липидных включе-
ний. Тонкая структура митохондрий была 
изменена более существенно, отмечались 
деструкция крист и конденсация матрикса, 
часть органелл подвергалась миелиноподоб-
ной и осмиофильной дегенерации. Усиление 
деструкции митохондрий обусловливало 
снижение их объемной и поверхностной 
плотностей (соответственно на 24 и 21 %, 
р < 0,05) (см. таблицу). Деструкция мито-
хондрий, секвестрация гликогена и усиление 

аутофагоцитоза вызывали в некоторых гепа-
тоцитах появление многочисленных очагов 
деградации (так называемого парциального 
некроза) цитоплазмы.

В этот срок наблюдения в гепатоцитах 
наблюдались многочисленные структурные 
элементы гиперплазированного комплекса 
Гольджи, диктиосомы которого, как пра-
вило, были расширены по периферии и со-
держали хлопьевидный материал. В составе 
везикулярной части комплекса Гольджи хо-
рошо различались многочисленные окайм-
ленные везикулы, что свидетельствовало об 
интенсификации синтетических процессов. 
На билиарных полюсах гепатоцитов кон-
центрировались значительные скопления 
вторичных лизосом – отмечалось суще-
ственное увеличение их объемной и по-
верхностной плотности (соответственно на 
327 и 250 %) (см. таблицу). 



327

ФУНДАМЕНТАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ    №10, 2011

МЕДИЦИНСКИЕ НАУКИ
Пространства Диссе, как правило, были 

сужены, в них встречались небольшие 
утолщенные пучки коллагеновых волокон и 
остаточные тельца. Эндотелиоциты синусо-
идов были представлены преимуществен-
но активированными клетками, формиро-
вавшими цитоплазматические выросты и 
активно фагоцитирующими выводимые из 
гепатоцитов остаточные тельца, что прида-
вало этим клеткам сходство с макрофагами. 
В некоторых случаях отмечалось тоталь-
ное разрушение эндотелиальной выстил-
ки синусоидных капилляров в результате 
гибели эндотелиоцитов (их дегенерации) с 
активацией клеток Купфера и нейтрофилов. 
Отмечался фагоцитоз не только клеточно-
го детрита и остаточных телец, но также 
и крупных апоптотических телец, которые 
по ультраструктурным особенностям мож-
но было отнести к погибшим гепатоцитам. 
Важной особенностью циклофосфамид-
ного поражения печени в этот срок была 
массивная распространенная обтурация си-
нусоидных капилляров клетками Купфера, 
лимфоцитами, клеточным детритом.

В разрывах эндотелиальной выстилки 
появлялись активные звездчатые клетки, 
формирующие контакты с микроворсинка-
ми гепатоцитов и эндотелием. В цитоплаз-
ме звездчатых клеток была хорошо разви-
та гранулярная цитоплазматическая сеть и 
регистрировались липидные включения. 
Отмечался активный периполез (внедрение 
лимфоцитов между гепатоцитами с наруше-
нием их межклеточных контактов). 

Заключение
Результаты проведенного исследования 

свидетельствуют о том, что ЦФ вызывает 
значительные ультраструктурные измене-
ния двух основных клеточных популяций 
печени – гепатоцитов и эндотелиоцитов 
синусоидов, а также реактивные измене-
ния мигрирующих в пространство Диссе 
клеток Купфера, лимфоцитов, плазмоцитов. 
Основные структурные изменения гепато-
цитов определяются выраженными повреж-
дениями тонкой структуры митохондрий, 
транзиторными изменениями гранулярной 
цитоплазматической сети, значительной ре-
дукцией гладкой цитоплазматической сети, 
усилением аутофагоцитоза с образованием 
многочисленных субплазмалеммальных 
остаточных телец и секвестрацией глико-
гена. Одновременно в гепатоцитах отмеча-
лись признаки стимуляции регенераторных 
реакций, активации трансцитоза (гиперпла-
зия и гипертрофия структурных элементов 

комплекса Гольджи), что отражает сложный 
характер воздействия ЦФ и его метаболитов 
на метаболические процессы в гепатоцитах. 
Для пространственной реорганизации гепа-
тоцитов после воздействия ЦФ характерно 
снижение структурной плотности мито-
хондрий и транзиторное изменение струк-
турной плотности гранулярной цитоплаз-
матической сети. Сходные деструктивные 
изменения митохондрий и гладкой цито-
плазматической сети гепатоцитов, которые 
носили транзиторный характер, были обна-
ружены у крыс Вистар после однократного 
введения ЦФ в дозе 150 мг/кг [10]. 

В популяции эндотелиоцитов присут-
ствовали клетки двух фенотипов – активи-
рованные и некробиотически измененные 
(дегенеративные). Внутриклеточная реор-
ганизация активированных (неповрежден-
ных) эндотелиоцитов после применения 
ЦФ была обусловлена интенсификацией 
обменных процессов и фагоцитоза, а также 
индукцией регенераторных процессов и по-
явлением популяции новообразованных эн-
дотелиоцитов, замещающих погибшие клет-
ки. Значительные повреждения сосудистого 
русла с развитием тромбоэмболий после 
использования цитостатиков, в том числе и 
ЦФ, относятся к постоянно встречающимся 
осложнениям химиотерапии [7]. Метабо-
литы ЦФ (4-гидропер оксициклофосфамид 
и акролеин) вызывают повреждение эндо-
телиоцитов в концентрации в 20 раз ниже, 
чем для гепатоцитов, вызывая истощение 
системы глутатиона (более чем на 95 %) 
и индуцируя клеточную гибель [3]. ЦФ и 
его метаболиты оказывают не только по-
вреждающее действие на эндотелиоциты 
синусоидов, но вызывают также повыше-
ние прокоагулянтных и снижение антико-
агулянтных свойств крови, развитие вено-
окклю зионной болезни [5]. 

ЦФ в высоких и низких дозах вызы-
вает сходные по динамике повреждения 
основных клеточных популяций печени, 
которые, как правило, носят транзиторный 
характер. При этом, по данным некоторых 
авторов, восстановление ультраструкту-
ры гепатоцитов происходит раньше, чем 
клеток стромы [6]. В этом аспекте для 
минимизации токсических эффектов, ак-
тивации цитопротекторных механизмов 
и снижения риска летальных осложнений 
крайне важной остается проблема оптими-
зации доз и режимов введения ЦФ и дру-
гих цитостатиков с учетом их разного дей-
ствия на различные клеточные популяции 
печени.
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